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Peptidfragmente von HIV 



Die Erfindung betrifft Peptidfragmente von HIV (menschliches 
Inimundefizienzvirus) und tore Verwendung in einem potentiellen Impfstoff gegen AIDS 
(Syndrom der erworbenen Immunschwache) und zur Diagnose und Therapie. 

Hintergru"^ risr P.rfindune 

Im Stand der Technik (Walker et al., Nature 328 (1987), 345-348) ist be- 
kannt dafi Antworten cytotoxischer T-Lymphocyten (CTL) auf das Hullprotein (env) 
von HIV in Menschen erzeugt werden konnen. Die gleichen Autoreri nahmen an, dafi 
einige zellulare Antworten auf das Gruppenassoziations-Antigen (gag) von HIV m mfi- 
zierten Individuen ebenfalls vorhanden waren, konnten jedoch nicht nachweisen, dafi n- 
gendwelche dieser Antworten durch' CTLs vermittelt wurden. 

Takahashi et al. (PNAS USA 85 (1988), 3105-3109) konnten ein 
Peptidfragment von env identifizieren, das als ein immundominantes Epitop in Mausen 
des H-2 d -Haploty P s wirkte. Eine CTL-Antwort dieser Mause auf das Epitop wurde 
nachgewiesen, und die Autoren nahmen an, dafi das Epitop auch in Menschen als Epttop 
wirken kann, obwohl kein Beweis zur Stutzung dieser Annahme vorgelegt wurde. 

Insgesamt war wenig iiber CTL-Antworten auf HIV in Menschen bekannt, 
besonders im Zusammenhang mit angeblichen Antworten auf das gag-Protein. 

7.nsammenfassunp ; der Erfindung 

Ein erster erfindungsgemafier Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines in 
vitro-Verfahrens zur Stimulierung HIV-spezifischer cytotoxischer T-Lymphocyten 
(CTL) umfassend den Erhalt peripherer mononuclearer Blutzellen (PBMC) von emem 
Individuum, das HIV-seropositiv ist, die Intubation einer Fraktion der PBMC nut 
Phytohamagglutinin fur einen Zeitraum. der ausreichend ist zur Aktivierung der CTL 
nnd dabei zur Production aktivierter PBMC, das Waschen der aktivieiten PBMC und 
die gemeinsame Ziichmng der aktivierten PBMC mit einer zweiten, unstunuherten 
Fraktion der PBMC fur einen Zeitraum, der zur Produktion geziichteter, CTL-enthal- 
tender PBMC ausreichend ist. 
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Mit diesem Verfahren konnten CTL erstaunlich wirksam erzeugt werden. 

Ein zweiter erfindungsgemafler Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines 
Verfahrens zum' Absuchen eines Peptids nach einem HIV-spezifischen CTL-Epitop, um- 
fassend: den Erhalt von PBMC von einem Individuum, das HIV-seropositiv ist; die 
Inkubation einer Fraktion der PBMC mit Phytohamagglutinin fur einen Zeitraum,' der 
ausreichend ist zur Aktivierang der CTL und dabei zur Produktion aktivierter PBMC; 
das Waschen der aktivierten PBMC; die gemeinsame Ziichtung der aktivierten PBMC 
mit einer zweiten Fraktion von unstimulierten PBMC fur einen Zeitraum, der zur 
Produktion gezuchteter, CTL-enthaltender PBMC ausreichend ist; die Inkubation der 
geziichteten PBMC mit markierten autologen Zielzellen Oder lymphoblastoiden B- 
Zellen, die auf einen menschlichen Leukocytenantigen (HLA)-Typ und das Peptid abge- 
stimmt sind; und die Bestimmung der Menge an freigesetztem Marker und die dadurch 
bedingte Identifizierung eines HlV-spezifischen CTL-Epitops. 

Ein dricter Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines Peptids, das durch 
das vorstehend beschriebene Verfahren identifiziert werden kann, wobei es die 
Aminosauresequenz eines Fragments des gag-Proteins von HIV hat, das mit einem be- 
stimmten HLA-Klasse I-Molekul unter Stimulierung der CTL-Immunitat spezifisch in- 
teragiert. 

Ein solches Peptid weist die Sequenz NH 2 -Ly S in-Arginin-Tryptophan- 
Isoleucin-Isoleucin-I^ucm-Glycin-Leucin-Asparagin-Lysin-Isoleucm-Valm-Arginin- 
Methionin-Tyrosin-Cystein-COOH auf, die vom gag (Gruppenassoziations-Antigen)- 
p24-Protein von HIV (d. h., einem der internen Kernproteine) zwischen den Resten 263 
und 277 stammt. Das Carboxy-terminale Cystein ist nicht Teil der gag-Sequenz und 
wird zur Erleichterung der chemischen Kopplungsreaktionen zugesetzt. Dieses Peptid 
interagiert spezifisch mit HLA B27, und Individuen mit HLA B27 (etwa 7% der kauka- 
sischen Bevolkerung) antworten auf das Peptid, was eine Produktion von gag- und HLA 
B27-spezifischen cytotoxischen T-Lymphocyten (CTL) und eine Lyse von HlV-infizier- 
ten Zellen bewirkt. 

Andere Peptide interagieren spezifisch mit anderen HLA-Molekulen und zei- 
gen auch bei Individuen mit dem relevanten HLA-Molekul ein entsprechendes 
Verhalten. 

Es wurde erlauten, dafi Virusproteine wie gag den T-Zellen als abgebaute 
Peptidfragmente (etwa 15 Aminosauren), die an groCere HLA-Klasse I-Molekule ge- 
bunden sind, auf der Oberflache von infizierten Zellen prasentiert werden. 
Unterschiedliche Peptidbereiche (Epitope) werden erkannt und interagieren spezifisch 
mit unterschiedlichen HLA-Klasse I-Molekulen. CTL erkennen nur Zielzellen, die 
HLA-Klasse I-Molekule aufweisen, d. h., die T-Zellen erkennen eine Kombination von 
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Virusantigen plus eigenem 1 HLA. Es gibt wahrscheinlich etwa 120 unterschiedliche 
HLA-Klasse I-Molekule, und jeder einzelne Mensch besitzt eine begrenzte Auswahl und 
aritwortet daher nur auf bestimmte Epitope. 

Epitope, die mit unterschiedlichem HLA erkannt werden, konnen auf be- 
kannte Weise identifiziert und isbliert oder unter Verwendung von bekannten Verfahren 
durch Proteinsynthese hergestellt werden. 

ErfindungsgemaJte Peptide konnen als Basis eines Impfstoffs gegen AIDS 
verwendet werden, indem die Produktion von CTL, die auf das jeweilige HLA antwor- 
ten, stimuliert und so die CTL-Antwort induziert wird. 

Ein weiterer erfindungsgemafier Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines 
AIDS-Impfstoffs, der ein Peptid umfaBt, das durch das vorstehend beschriebene 
Verfahren identifiziert werden kann, wobei es die Aminosauresequenz eines Fragments 
des gag-Proteins von HTV aufweist, das mit einem bestimmten menschlichen 
Leukozytenantigen (HLA)-Klasse I r Molekul unter Stimulierung der CTL-Immunitat 
spezifisch interagiert. 

Der Impfstoff umfaBt vorzugsweise ein Peptid, das mit einem relativ ublichen 
HLA-Klasse I-Molekul interagiert, wie HLA A2, das in etwa 40 % der Bevolkerung 
festgestellt wird, oder HLA Al, A3, B7 oder B44, von denen jedes in etwa 10 % der 
Bevolkerung gefunden wird. 

Der Impfstoff kann mehr als ein Peptid umfassen und umfafit zur Erhohung 
der Wirksamkeit vorzugsweise Peptide, die mit einigen der starker verbreiteten HLA- 
Klasse I-Molekulen reagieren. Ein Impfstoff, der Peptide aufweist, die mit HLA Al, 
A2, A3, B7 und B44 reagieren, stimuliert beispiels weise CTL-Antworten in etwa 90 % 
der Bevolkerung: die verbleibenden 10 % konnten durch Gmppenimmunitat geschutzt 
werden. 

Der Impfstoff kann unterschiedliche Formen aufweisen. Der Jmpfstoff kann 
beispiels weise ein Peptid oder ein Gemisch von Peptiden umfassen, die in geloster 
Form, nach Absorption auf unloslichem Material oder in Form eines Gemisches mit ei- 
nem Adjuvans verabreicht werden. Die Aminosauresequenz des Peptids kann alternativ 
zur Konstruktion von synthetischen oder Fusions-Pro teinen, die die relevanten 
Peptidepitope ehthalten, durch bekannte DNA-Rekombinationsverfahren verwendet 
werden. Diese Proteine, konnen in Form einer Losung, nach Absorption auf unloslichem 
Material oder in Form eines Gemisches mit einem Adjuvans verwendet werden. 
Alternativ kann die Sequenzinformation verwendet werden, urn unter Venvendung be- 
kannter Verfahren rekombinante Mikroorganismen zu konstruieren, die die jeweiligen 
Sequenzen als eigene Proteine exprimieren. Beispiele dafur sind rekombinante 
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Vacciniaviren, rekombinante Poliomyelitisviren, rekombinante BCG, rekombinante 
Salmonellen und rekombinantes Adenovirus. 

. Die Sequehzinformation kann ferner zur Konstruktion von Peptidanalogen 
oder anderen Chemikalien verwendet werden, die mit den jeweiligen HLA-Molekulen 
Oder T-Zeilrezeptoren interagieren, z. B. daran binden, und diese Form der 
Immunantwort storen oder stimulieren. Eine Hemmung dieser Art von Immunitat kann 
wichtig sein, wenn diese Immunantwort im Zusammenhang mit jeglicher HlV-verur- 
sachten Pathologie nachteilig ist. In einem solchen Fall ist es wichtig, das Niveau dieser 
Art von T-Zellimmunitat in HIV-seropositiven Individuen zu regulieren, urn einen 
Ausgleich zwischen vorteilhaften und nachteiligen Wirkungen zu erreichen. Eine 
Stirmilierung durch solche Wirkstoffe kann ein alternativer Weg zur Induzierung einer 
Immunantwort in seronegativen Individuen sein. 

Das Verfahren zum Absuchen eines Peptids nach einem erfmdungsgemaBen 
fflV-spezifischen CTL-Epitop kann auch zu Diagnosezwecken verwendet werden. 
Insbesondere wurde festgestellt, daB zur Identifizierung einer T-Lymphocyten-Antwort 
ein Peptid, von dem bekannt ist, dafi es ein solches Epitop iimfafit, in einem relativ ein- 
fachen Test verwendet werden kann. Kurz gesagt werden frische periphere mononucle- 
ar Blutzellen (oder aus Biopsymaterial erhaltene Lymphocyten) hergestellt und in 
Verhaltnissen von 50:1, 25:1 und 10:1 zu 10 4 51 Chrom-markierten lymphoblastoiden 
B-Zellen, die auf das relevante HLA-Molekul abgestimmt sind, zugesetzt. Der HLA- 
Typ des Patienten wird in bekannter Weise durch Gewebetypisierung bestimmt, und die 
lymphoblastoiden B-Zellen werden von einem Spender mit bekanntem HLA-Typ (erneut 
in bekannter Weise durch Gewebetypisierung ermittelt) erhalten und unter Verwendung 
von bekannten Verfahren mit dem Epstein-Barr- Virus transformiert. Ein erfindungsge- 
mafies Peptid, das mit dem relevanten HLA-Molekul interagiert, wird den Zellen in ei- 
ner Konzentration von 10 bis 100 /miolar ebenfalls zugesetzt. Nach einer Inkubation von 
4 Stunden wird der Uberstand entfernt und das freigesetzte 51 Chrom gemessen. Das 
freigesetzte 51 Chrom wird mit dem durch Inkubation von markierten Zellen in 
Detergens freigesetzten Chrom als Maximalwert und mit dem durch in Medium allein 
inkubierte markierte Zellen freigesetzten Chrom als Minimalwert verglichen. Wenn eine 
Lyse (bei der definitionsgemaB mindestens die doppelte Menge des Minimalwerts an 
51 Chrom freigesetzt wird) beobachtet wird, bedeutet dies, dafi es cytotoxische T- 
Lymphocyten unter den mononuclearen Zellen des Patienten gibt und diese wahrschein- 
lich eine Infektion mit HIV anzeigen. 

Ein derartiger Test zusammen mit Antikorpermessungen kann auch fur 
Messungen der allgemeinen Immunantwort auf HIV und zu Prognosen verwendet wer- 
den. Diese Vorgehensweise kann ein sehr einfaches Verfahren sein, das zur Messung 
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der zellvermittelten Immunitat in HlV-seropositiven Patienten verwendet werden kann. 
Das Verfahren kann auch automatisiert werden. 

Durch einen Vergleich der Menge an freigesetztem Marker mit bekannten 
Standards kann ein Hinweis auf den Grad der Lyse und damit auf die Wahr- 
scheinlichkeit einer Infektion mit HIV erhalten werden . 

Das in vitro-Verfahren zur erfindungsgemaBen Stimulierung von HTV-spezifi- 
schen CTLs kann potentiell zur Therapie verwendet werden. Das Verfahren umfafit eine 
Exponierung von gezuchteten peripheren mononuclear Blutzelien, die cytotoxische T- 
Lymphocyten enthalten, gegen autologe Zellen, mononuclear Zellen oder lymphobla- 
stoide B-Zellinien, die eine Stunde mit einem geeigneten erfmdungsgemafien Peptid bei 
etwa 10 bis 100 /xg/ml behandelt, anschliefiend in Gewebekulmrmedium gewaschen und 
mit 3 000 rad bestrahlt worden waren. Die Zellen werden anschliefiend in Gegenwart 
von 10 Einheiten/ml Interleukin-2 gezuchtet. Unter Verwendung dieses Verfahrens wur- 
den Zellinien von Peptid-spezifischen cytotoxischen T-Lymphocyten gezuchtet und diese 
Linien auf bis zu 10 8 Zellen vermehrt. Diese vermehrten Linien von cytotoxischen T- 
Lymphocyten wurden zur Behandlung von Patienten durch Reinfusion verwendet. 

Vorlaufige Daten zeigen, daB Patienten mit AIDS oder dem AIDS-verwand- 
ten Komplex niedrige Niveaus einer cytotoxischen T-Zellaktivitat zeigen, wahrend die 
rait HIV infizierten, jedoch gesunden Patienten hohe Niveaus zeigen. Das 
Immunschwache-Syndrom kann daher zum Teil das Ergebnis einer gehemmten Aktivitat 
von cytotoxischen T-Zellen sein. Man wurde daher vorschlagen, autologe cytotoxische 
T-Zellen, die in vitro auf mit synthetischem Peptid behandelten Zellen gezuchtet wur- 
den, zu reinfundieren. Anfanglich wurden Patienten, die zuvor eine hohe cytotoxische 
T-Zellaktivitat aufwiesen, in ^inem Stadium behandelt, in dem die Menge dieser Zellen 
abnimmt. Die cytotoxischen T-Zellen stammen vorzugsweise von Lymphocyten, die 
Patienten in einem friiheren Stadium entnommen werden. Die Lymphocyten konnen in 
gefrorenem Zustand aufbewahrt werden, bis sie zur Herstellung der cytotoxischen T- 

Zellinie verwendet werden. 

Das Peptidepitop von HIV-gag-p24, das auf HLA B27 beschrankt ist, envies 
sich bei unterschiedlichen Stammen von HIV 1 und 2 als ziemlich konserviert, und es 
wurde festgesteilt, daB die cytotoxischen T-Lymphocyten von einem mit HIV 1 infi- 
zierten Patienten mit der HIV 2-Peptidsequenz kreuzreagierten. Dies bedeutet, daB die- 
ses Peptid und andere Peptidepitope von ahnlich konservierten Teilen des Virus zur 
Stimulierung eines Schutzes sowohl gegen HIV 1 als auch HIV 2 in Impfstoffen und 
ferner zur Diagnose und Therapie von mit HIV 1 und/oder HIV 2 infizierten Patienten 
verwendet werden konnen. Es wird angenommen, daB mindestens 50 % solcher Epitope 
auf diese Art konserviert sind. 
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Die Erfindung wird im nachstehend beschriebenen Beispiel naher erlautert. 

Beispiei 

Es wurde an dem Peptid mit der Sequenz NH2-Lysm-Arginin-Tryptophan- 
Isoleucm-Isoleucin-I^ucm-Glycm^ 

Methionin-Tyrosin-Cystein-COOH gearbeitet. Das Peptid stammt vom gag-p24-Protein 
von HIV zwischeri den Resten 263 und 277. Das Carboxy- terminate Cystein ist kein 
TeQ der HIV-gag-Sequenz und wurde zur Erleichterung von chemischen 
Kupplungsreaktionen angefugt. Es kann in der Zukunft moglich sein, dieses Peptid noch 
genauer zu definieren, wobei ein Optimum von 10 bis 12 Arninosauren ermittelt wird. 

Ein Verfahren zur Stimulierung der im peripheren Blut zirkulierenden 
Vorlaufer von cytotoxischen T-Lymphocyten zur Weiterentwicklung in aktive cytotoxi- 
sche T-Lymphocyten, die in vitro fur HIV spezifisch sind, wurde erarbeitet. Dies wird 
nachstehend genauer beschrieben, umfafit jedoch kurz gesagt eine 24-srtindige 
Stimulierung einer kleinen Fraktion der peripheren Blutlymphocyten mit dem Mitogen 
Phytohamaggiutinin (PHA) und anschlieBende Zugabe dieser Zellen zu den verbliebenen 
Lymphocyten. Die PHA-Aktivierung bewirkt wahrscheinlich eine Aktivierung des HIV- 
Genoms, so daB HIV-Virus-Proteine synthetisiert werden. Nach einer siebentagigen 
Zuchtung kann die Aktivitat von cytotoxischen T-Lymphocyten gemessen werden, in- 
dem autologe Zielzeilen (Epstein-Barr-Virus transformierte lymphoblastoide B- 
Zellinien), die mit einzelne HIV-Proteine exprimierenden rekombinanten Vacciniaviren 
infiziert sind, abgetotet werden. 

Es wurde gezeigt, daB 70 bis 80% von HIV-seropositiven Spendern eine 
Antwort von cytotoxischen T-Lymphocyten auf das durch das rekombinante 
Vacciniavirus exprimierte gag-Protein liefem. Diese Antwort der cytotoxischen T- 
Lymphocyten wird durch HLA beschrankt, was bedeutet, daB nur die von nicht-ver- 
wandten Individuen erhaltenen Zielzeilen lysiert werden, die HLA-Klasse I-Antigene 
mit der antwortenden T-Zelle teilen. Diese cytotoxischen T-Lymphocyten konnten mit 
dem T-Zell-Wachstumsfaktor, der das Lymphokin Interleukin-2 enthalt, bis zu vier 
Wochen geziichtet werden. . 

Nach der Herstellung dieser HIV-gag-spezifischen cytotoxischen T-Zellinien 
konnte getestet werden, ob sie autologe Zielzeilen in Gegenwart von kurzen (bis zu 20 
Arninosauren) synthetischen Peptiden lysieren konnten, die auf der HIV-gag-Sequenz 
basieren. Bisherige Arbeiten zeigten, daB Virusproteine wie gag den T-Zellen als abge- 
baute Peptidfragmente, die an HLA-Klasse I-Molekule gebunden waren, auf. der 
Oberflache von infizierten Zellen prasentiert werden. Nach den bisher gefundenen und 
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veroffentlichten Grundsatzen (Townsend et al., Cell 44 (1986), 959-968, McMichael et 
al., J. Exp. Med. 164 (19S6), 1397-1406, und Gotch et aL, Nature 326 (1987), 881- 
882) wurden die cytotoxischen T-Lymphocyten, die nicht-infizierten Zielzellen und alle 
synthetischen Peptide zu einer Endkonzentration von 10 peg/ml vermischt. In Gegenwart 
des richtigen Peptids wurden die Zielzellen lysiert, und das gag-Peptid 263-277 wurde 
durch die fur gag und HLA B27 spezifischen cytotoxischen T-Lymphocyten erkannt. Es 
wurde zuvor fur das Influenzavirus gezeigt, dan es unterschiedliche Peptidbereiche 
(Epitope) gibt, die gemafi dem beteiligten HLA-Klasse I-Molekul erkannt werden. Fur 
HIV wurde das vorstehend beschriebene Peptid definiert, das mit dem HLA-Antigen 
B27 assoziiert ist. Aufgrund unserer bisherigen Arbeit mit dem Influenzavirus wird an- 
genommen, daB alle oder die meisten auf HIV antwortenden Individuen mit HLA B27 
dieses bestimmte Peptid erkennen. 

Dieses Verfahren zum Auffinden von Epitopen kann zur Suche nach weiteren 
Epitopen, die mit anderen HLA-Klasse I-Molekiilen assoziieren, verwendet werden. Das 
gleiche Prinzip gilt fur jedes andere HIV-Protein. 

Herstellung von peripheren Blutlvmphocvten und Induzienmg von HIV-spezifischen 

CTL 



40 ml Venenblut von HIV-seropositiven Spendem wurden Heparin-enthalten- 
den Behaltern (100 fxi mit 100 Einheiten/ml Heparin ohne Konservierungsmittel) zuge- 
setzt und in Abwesenheit von Serum mit RPMI 1640-Gewebekulturmedium (Gibco), 
dem 100 Einheiten/ml Penicillin und 200 /xg/ml Streptomycin zugesetzt wurden, 2:1 
verdunnt. 

5 ml Lymphocyten-Trennmedium (LSM, Flow Laboratories) wurden sorgfal- 
tig unter 15 ml Blut/Mediumgemisch in einem sterilen 25 ml-Plastik-Umversalbehalter 
geschichtet. Das Rohrchen wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur bei 1200 Upm 
zentrifugiert, worauf hin periphere mononucleare Blutzellen (PBMC) aus der Interphase 
entfernt wurden. Die PBMC wurden zweimal mit RPMI 1640 gewaschen, anschliefiend 
in 8 ml RPMI 1640 + 10 % fdtalem Kalberserum ("R10") resuspendiert und gezahlt. 
1/8 der PBMC wurden in 50 ml Kolben (Falcon), denen R10 zugesetzt wurde, bis zu 
einer Konzentration von 1,5 x 10 6 Zellen/ml inkubiert. Phytohamagglutinin (PHA - 
Wellcome Diagnostics) wurde bis zu einer Endkonzentration von 1/200 (2 /ig/ml) zuge- 
setzt. Diese Zellen wurden 24 Stunden bei 37 °C in 5 % CO2 in Luft inkubiert. Die 
restlichen 7/8 der PBMC wurden bei 37°C bis zu einer Konzentration von 1,5 x 10 6 /ml 
in R10 in 5 % C02/Luft in einem 50 ml Gewebekulturkolben geziichtet. 
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Nach 24 Stunden wurden die PHA-stimulierten Zellen zweimal in RIO gewa- 
schen, in RIO mit 1,0 x 10 6 /ml resuspendiert und den unstimulierten Zellen zugesetzt. 
Die Kulturen blieben sieben Tage vor der Verwendung im cytotoxischen T-ZeJltest im 
Inkubator. Nach sieben Tagen wurden der Kultur 10 Einheiten/ml T-Zell- 
' Wachstumsfaktor (Lymphocult T, Biotest) zugesetzt und die wachsenden Zellen bei 0,5 
bis 1 x 10 6 /ml gehalten, wobei alle 3 Tage R-10 zusammen mit 10 ^g/ml T- 
Zellwachstumsfaktor zugesetzt wurde. 

Herstellung von ZieLzellen 

Mit Epstem-Barr-Vinis transfonnierte Iymphobiastoide B-Zellinien, die auto- 
log auf HLA-Klasse I abgestirnmt bzw. nicht abgestimmt sind, wurden- gewaschen und 
zu 1 bis 5 x 10 6 /100 iA in RIO resuspendiert. 300 M Ci Na 2 51 Cr0 4 (Cr 51 Amersham) 
wurden zugesetzt und die Zellen eine Stunde bei 37°C in 5 % CC^-Luft inkubiert. Die 
Zellen wurden einmal gewaschen und anschlieBend in Peptidlosungen (Peptid- 
Stainmlosung, die in R10 zu 1 mg/ml gelost ist) zu einer Endkonzentration von 10 
Mg/ml resuspendiert. Jedes Peptid wurde getrennt getestet. Jedes Gemisch wurde eine 
Stunde bei 37°C in 5 % C0 2 -Luft inkubiert, anschlieBend wurden die Zellen dreimal 
gewaschen, in R10 auf 2 x 10 5 Zellen/ml konzentriert und in Mikrotiterplatten (96 
Vertiefungen mit runden Boden-Nunc) verteilt. Als Kontrollen dienten die autologen 
lymphoblastoiden B-Zellinien, entweder nicht inflziert und nicht mir Peptid behandelt 
(negative Kontrolle) oder mit rekombinantem Vacciniavirus infiziert (10 pfu/Zelle 4 
Stunden bei 37 °C in 5 % C0 2 -Luft, positive Kontrolle) (McMichael et al., J. Gen 
Virol. 67 (1986), 719). 

Herstellun^ von Effektorzellen 

Die Zellen wurden durch 5-minutige Zentrirugation bei 1 500 Upm geerntet 
und zur Verwendung im CTL-Test in R10 resuspendiert. 

CTL-Test 

Zielzellen wurden zu 10 4 Zeilen/Vertiefung in 50 fil R10 in Mikrotiterplatten 
mit 96 Vertiefungen mit runden Boden verteilt und Effektorzellen in 100 ^1 des gleichen 
Mediums zugesetzt. 

Fur die Experimente wurden die Vertiefungen in zweifacher Ausfuhrung be- 
fullt. Kontrollen fur die Hintergrund- 51 Cr-Freisetzung in Abwesenheit der 



Effektorzellen (Mediumkontrollen) und maximale 51 C r-Freisetzung in Gegenwart von 5 
% Triton X-100 ("Triton" ist ein registriertes Warenzeichen von Union Carbide 
Chemicals and Plastics Co. Inc.; Detergens-Kontrollen) wurden in vierfacher 
Ausfuhrung plattiert. Die Platten wurden 4 Stunden bei 37°C inkubiert und zur Zahlung 
in euiem Gammazahler wurden 75 Uberstand in kleine Rohrchen abgetrennt. 75 yX 10 
% Chlorverbindungen ("Chloros") wurden vor der Entfernung aus dem Sicherheitslabor 
zugesetzt. Die Lyse wurde durch die Formel berechnet: 

% spezifische Lyse = 

py perimentelle 7.5hlimoulse - MeHinmlcnntrolle x 100 
experimentelle Zahlimpulse Detergenskonttolle -Mediumkontrolle 

Die spontane Freisetzung von 51 Cr durch die Zielzellen bei alleiniger 
Gegenwart im Medium schwankte* von 8 bis 30 % der freigesetzten Zahlimpulse, in 
Gegenwart von Triton (registriertes Warenzeichen) X-100. 
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United Biomedical, Inc. 

Patentan s p ruche 

1. In vitro-Verf ahren zur Stimulierung HIV-spezif ischer cy- 
totoxischer T-Lymphocyten (CTL) , umfassend den Erhalt 
peripherer mononuclearer Blutzellen (PBMC) von einem 
Individuum, das HIV-seropositiv ist, die Inkubation 
einer Fraktion der PBMC mit Phytohamagglutinin fur einen 
Zeitraum, der ausreichend ist zur Aktivierung der CTL 
und dabei zur Produktion aktivierter PBMC, das Waschen 
der aktivierten PBMC und die gemeinsame Zuchtung der ak- 
tivierten PBMC mit einer zweiten, unstimulierten. Frak- 
tion der PBMC fur einen Zeitraum, der zur Produktion ge- 
zuchteter, CTL- en thai tender PBMC ausreichend ist. 

2. Verf ahren zum Absuchen eines Peptids nach einem HlV-spe- 
zifischen CTL-Epitop, umfassend: 

den Erhalt von PBMC von einem Individuum, das HIV sero- 
positiv ist; die Inkubation einer Fraktion der PBMC mit 
Phytohamagglutinin fur einen Zeitraum, der ausreichend 
ist zur Aktivierung von CTL und dabei zur Herstellung 
aktivierter PBMC; das Waschen der aktivierten PBMC; die 
gemeinsame Zuchtung der aktivierten PBMC mit einer zwei- 
ten Fraktion unstimulierter PBMC fur einen Zeitraum, der 
ausreichend ist zur Produktion geziichteter, CTL-enthal- 
tender PBMC; die Inkubation der gezuchteten PBMC mit 
markierten autologen Zielzellen oder lymphob.lastoiden B- 
Zellen, die auf einen menschlichen Leukocytenantigen 
(HLA) -Typ und das Peptid abgestimmt sind; und die Be- 
st immung der Menge an f reigesetztem Marker und die da- 
durch bedingte Identif izierung eines HIV-spezif ischen 
CTL-Epitops . 

3 . Peptid, identif izierbar durch das Verf ahren nach An- 
spruch 2, das die Aminosauresequenz eines Fragments des 
gag-Proteins von HIV hat, das spezifisch mit einem be- 



stimmten HLA-Klasse I-Moleku.1 zur Stimulierung der CTL- 
Immunitat interagiert. 

Peptid nach Anspruch 3, das die Sequenz NH 2 -Lysin-Argi- 
nin-T:ryptophan- Isoleucin- Isoleucin-Leucin-Glycin-Leucin- 
Asparagin-Lysin-Isoleucin-Valin-Arginin-Methionin-Tyro- 
sin-COOH hat. 

Peptid nach Anspruch 3, das die Sequenz NH 2 - Lys in -Argi- 
nin- Tryptophan- Isoleucin- Isoleucin-Leucin-Glycin-Leucin- 
Asparagin-Lysin- Isoleucin -Valin-Arginin-Me thi onin-Tyro- 
siri-Cystein-COOH hat. 

Verfahren zur Untersuchung von PBMC eines Individuums 
auf die Gegenwart HIV-spezif ischer CTL, umfassend den 
Erhalt von PBMC von dem Individuum, die Inkubation der 
PBMC mit markierten autologen Zielzellen oder lympho- 
blastoiden B-Zellen, die auf einen HLA-Typ abgestimmt 
sind, und mit einem Peptid gema£ einem der Anspruche 3, 
4 oder 5, und die Bestimmung des Betrages an freigesetz- 
tem Marker. 

Impfstoff gegen AIDS, umfassend ein Peptid nach einem 
der Anspruche. 3 , 4 oder 5 . 

Impfstoff nach Anspruch 7, umfassend ein Peptid, das die 
Sequenz NH 2 -Lys in -Arginin- Tryptophan- Isoleucin- Isoleu- 
c in-Leucin-Glycin-Leuc in- Asparagin-Lys in- Isoleucin- Va- 
lin-Arginin-Methionin-Tyrosin-COOH hat . 

Impfstoff nach Anspruch 7, umfassend ein Peptid, das die 
Sequenz NH 2 -Lys in- Arginin -Tryptophan -Isoleucin - Isoleu- 
cin -Leuc in- Glycin-Leucin- Asparagin-Lys in- I soleucin-Va- 
lin-Arginin-Methionin-Tyrosin-Cystein-COOH hat . 



3 

10. Impfstoff nach einem der Anspruche 7, 8 oder 9, umfas- 
send ein Peptid, das mit HLA Al, A2, A3, B7 oder B44 
interagiert . 

11. Impfstoff nach einem der Anspruche 7 bis 10, umfassend 
einen rekorabinanten Mikroorganismus , der zur Expression 
der entsprechenden Peptidsequenz (en) hergestellt wurde. 
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Abstract (Basic): DE 19814701 Al 

NOVELTY - The use of stimulated peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) to treat brain disorders is new. 

ACTIVITY - Nootropic; antidepressant; antimanic; antiparkinsonian; 
neurolepti c . 

MECHANISM OF ACTION - None given. 

USE - Especially for treating manic depression, schizophrenia, 
depression, autism, embryonic and postembryonic developmental disorders 
of the brain, Down's syndrome, brain trauma or Parkinson's disease. 
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Abstract (Basic) : EP 346022 A 

A peptide having the amino acid sequence of a fragment of HIV which 
interacts specifically with a particular human leucocyte antigen (HLA) 
class I molecule to stimulate cytotoxic T lymphocyte immunity is 
claimed. 

The peptide may have the sequence (I) 
NH2-Lys-Arg.Trp-Ile-Leu-Gly-Leu-Asn-Lys-Ile-Val-Arg-Met-Tyr-X-C00- H 
(I) (X = Cys or is absent) . 

USE - The peptides may be used to provide vaccine against AIDS. 
They can also be used for assaying cells for the presence of cytotoxic 
T lymphocytes by incubating cells with labelled B lymphoblastoid cells 
matched for HLA type in the presence of the peptide which interacts 
with the relevant HLA type and determining the amt . of label released. 
It can also be used for treating a patient with AIDS or related 
conditions by administering cytotoxic T cells treated with the peptide 
which interacts with a HLA molecule present in the patient. 
Dwg. 0/ 0 

Abstract (Equivalent) : EP 346022 B 

An in vitro method of stimulating HIV-specific cyto-toxic T 
lymphocytes (CTL) , comprising obtaining peripheral blood mononuclear 
cells (PBMC) from a subject who is seropositive for HIV, incubating one 
fraction of said PBMC with phy tohaemagglutinin for a time sufficient to 
activate said CTL and thereby produce activated PBMC, washing said 
activated PBMC, and co-culturing said activated PBMC with a second, 
unstimulated, fraction of said PBMC for a time sufficient to produce 
cultured PBMC containing CTL. 
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Abstract (Equivalent) : GB 2220939 B 

An isolated or synthesised peptide having the amino acid sequence 
of a fragment of HIV, which itself interacts specifically with a 
particular human leucocyte antigen (HLA) class I molecule, to stimulate 
cytotoxic T lymphocyte immunity. 
Abstract (Equivalent) : US 5683701 A 

A composition, comprising a peptide having the sequence 
NH2- lysine -arginine- tryptophan -isoleucine - isoleucine- leucine- 
glycine-leucine-asparagine-lys ine-isoleuc ine-valine -arginine- methionine 
-tyrosine- COOH and a carrier. 
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US 5459238 A 

Peptide has the sequence 



NH2-Lys-Arg-Trp-Ile- Ile-Leu-Gly-Leu-Asn-Lys-Ile-Val -Arg-Met- Tyr-COOH. 

Also claimed is a peptide having the sequence 
NH2-Lys-Arg-Trp-Ile- Ile-Leu-Gly-Leu-Asn-Lys- Ile-Val -Arg-Met -Tyr- 
Cys-COOH. 

USE - Peptides are fragments of HIV and react specifically with a 
particular human leucocyte antigen class 1 molecule to stimulate 
cytotoxic T lymphocyte immunity. As a potential vaccine against AIDS 
and for diagnosis and therapy. Active against HIV-1 and HIV-2 . 
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